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Resumo 
 A segurança da expansão in vitro de células-tronco mesenquimais é uma preocupação quando esta 
precede a aplicação clínica. Foram avaliados quatro diferentes protocolos de ensaio cometa para a análise de 
lesões genômicas em células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de humanos, testando os efeitos 
do tempo de lise e condições de pH da solução tampão de eletroforese: 2 horas e pH=12; 24 horas e pH=12; 2 
horas e pH≥13 e 24 horas e pH≥13. Não foram observados danos genômicos nas células; porém, variação no 
tamanho dos nucleioides, com aumento no diâmetro da cabeça e comprimento total do cometa destes, ao serem 
expostas aos protocolos de tempo de lise de 2 horas. A partir dos resultados obtidos, considera-se que qualquer 
um dos protocolos testados pode ser aplicado em ensaios de genotoxicidade com estas células, sem causar 
danos decisivos. No entanto, os protocolos 2 e 4 são os mais recomendáveis, por apresentarem menor diâmetro 
da cabeça do nucleoide. 
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Introdução 
As células-tronco mesenquimais (CTM) são células de origem estromal, que apresentam a capacidade 

de auto-renovação e de diferenciação multipotente in vitro, podendo dar origem a diversos outros tipos celulares 
(BERNARDO et al., 2012). Estas células estão presentes em diferentes tecidos, no entanto, terapias baseadas 
em CTM derivadas do tecido adiposo receberam atenção crescente nos últimos anos (DIETZ et al., 2017; MAZUR 
et al., 2018), devido à sua capacidade de expansão in vitro, a qual é necessária para gerar número suficiente de 
células com fenótipo e funcionalidade desejados (WU et al., 2017). Quanto ao seu uso em tratamentos, a 
integridade genômica das células em expansão continua sendo uma das principais preocupações quando ela 
precede a aplicação clínica (NERI et al., 2013). 

 O ensaio cometa é utilizado para detectar danos no DNA de células em testes de genotoxicidade e 
biomonitoramento sob várias circunstâncias (CORTÉS-GUTIÉRREZ et al., 2012). Sob condições alcalinas, ele é 
capaz de detectar, além de quebras de fita de DNA, lesões que são convertidas nestas quebras, como sítios 
alcalinos lábeis (ENCISO et al., 2018). Assim, esta técnica é aplicável a vários tipos de células (MOLLER et al., 
2018), incluindo as CTM. No entanto, há necessidade de investigar os passos envolvidos na realização deste 
ensaio (MOLLER et al., 2018), buscando diminuir a influência destes sobre os danos nas células. Assim, o 
objetivo foi avaliar quatro diferentes protocolos de ensaio cometa para a análise de lesões genômicas em CTM 
derivadas do tecido adiposo de humanos, testando os efeitos do tempo de lise e condições de pH da solução 
tampão de eletroforese.  
 
Metodologia 
 
Amostra do estudo 

Três indivíduos saudáveis do sexo feminino, com idade entre 20 e 50 anos, que leram e assinaram o 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), do ambulatório de Cirurgia Plástica do Hospital da Plástica 
de Mato Grosso do Sul (Campo Grande/MS), participaram deste estudo.  
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cort%26%23x000e9%3Bs-Guti%26%23x000e9%3Brrez%20EI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23093842
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Procedimentos de lipoaspiração, processamento do lipoaspirado e cultivo de células-tronco 
mesenquimais 

O tecido adiposo foi isolado pelo procedimento de lipoaspiração abdominal realizado de acordo com 
Pesarini et al. (2017).  
 
Caracterização por imunofenotipagem e comprovação da pluripotência das células-tronco mesenquimais 
 A imunofenotipagem das células foi caracterizada por citometria de fluxo. Aproximadamente 3,0 x 
105 CTM na 3º passagem foram coletadas por tripsinização, centrifugadas e incubadas durante 30 min a 4°C, 
com anticorpos, para os seguintes marcadores celulares: CD105, CD90, CD34 e CD133 (Pharmingen BD, San 
Diego, CA. EUA).  

Para induzir a diferenciação em adipócitos, osteócitos e condrócitos, 105 células/poço foram semeadas 
em 3 placas (placas de 6 poços). Após a adesão celular (24 horas), o HDMEM foi descartado e, em seguida, as 
células foram cultivadas com o meio específico, conforme descrito por Schweich et al. (2017). 
 
qPCR 

Foram avaliados genes envolvidos em processos referentes a danos e reparos do DNA (β-Actina, ATM, 
ATR, GADD45a, CDKN1a, TP53), e o ensaio de expressão gênica foi realizado conforme descrito por De Oliveira 
et al. (2018).  
 
Ensaio Cometa 
 Para detecção de danos no DNA, utilizou-se o ensaio cometa em quatro protocolos diferentes, em 
amostras da mesma tripsinização, como segue: (Protocolo 1) Tempo de lise de 2 horas e pH = 12 da solução 
tampão de eletroforese; (Protocolo 2) Tempo de lise de 24 horas e pH = 12 da solução tampão de eletroforese; 
(Protocolo 3) Tempo de lise de 2 horas e pH ≥ 13 da solução tampão de eletroforese e; (Protocolo 4) Tempo de 
lise de 24 horas e pH ≥ 13 da solução tampão de eletroforese, segundo Tice et al. (2000) e Villela et al. (2007), 
com modificações (DE OLIVEIRA et al., 2013). 

O material foi corado (100 μl de brometo de etídio, 2×104 mg/ml) e os nucleóides foram fotografados em 
mocorscópio de fluorescência Leica DMI 8 em magnitude de 200 x, posteriormente foram analizadas mais de 
200 cometas por lâmina pelo programa CometScore 2.0.0.38 TriTek. Os cometas foram classificados de acordo 
com o seu comprimento total (px), diâmetro da cabeça (px), percentagem de DNA na cauda e momento da cauda 
(percentagem de DNA na cauda multiplicado pelo comprimento da cauda). 
 
Análise estatística  

A análise estatística foi realizada por ANOVA/Tukey, onde letras diferentes indicam diferenças 
estatisticamente significativas (p≤0,05; GraphPad InStat). A análise estatística dos dados obtidos na qPCR foram 
analisados utilizando o programa REST, e a diferença significativa considerada quando o nível de expressão 
relativa foi igual ou inferior a 0,5 ou igual ou superior 2.   

  
Resultados e Discussão 

O número médio de células por frasco de cultura observado foi de 3,0 x 105. As células indiferenciadas 
(controle) e a confirmação da diferenciação adipogênica, osteogênica e condrogênica são observadas pelas 
alterações morfológicas das CTMs (Figura 1). As CTMs expressaram os marcadores CD105 e CD90 e não 
expressaram CD34 e CD133. Assim, a análise deste perfil imunofenotípico reconhece que estas são células-
tronco mesenquimais (Figura 1E).  

Na avaliação de expressão de genes relacionados a danos e reparos de DNA, observamos que os 
mRNAs destes genes não apresentaram diferença significante em relação ao controle. Os mRNA dos genes 
foram expresso, ATM em 1,54x, ATR em 1,32x, CDKN1A em 1,48x, TP53 em 1,71 e GADD45A em 1,97x. Assim, 
no momento em que as células foram tripsinizadas, estas não apresentavam danos em seu DNA.  

Neste estudo, analisou-se a integridade genômica de CTM humanas do tecido adiposo utilizando o 
ensaio cometa, a partir da variação de dois fatores que ainda não foram investigados na literatura para estas 
células. Quatro versões alcalinas foram testadas, sendo duas com pH igual a 12, e duas com pH ≥ 13. Enquanto 
a primeira detecta quebras de fitas duplas e simples do DNA, sítios incompletos de reparo e ligações cruzadas, 
a segunda é sensível também à lesões de sítios alcalinos lábeis e sítios abásicos (MIYAMAE et al., 1997; TICE 
et al., 2000). Já o período gasto com a solução de lise em contato com as células pode variar de uma hora ou 
até várias horas ou dias (COLINS et al., 2013). Foram observados valores de comprimento do cometa, diâmetro 
da cabeça dos nucleides, percentual de DNA na cabeça e momento da cauda, com diferenças significativas entre 
os protocolos (p<0,05). Assim, tanto os dois pHs diferentes da solução tampão, quanto os dois tempos de lise, 
não desempenharam um papel decisivo na ocorrência de danos genômicos nas CTM (Figura 2D). Esta 
informação pode ser comprovada quando os valores de momento da cauda com CTM de humanos recebem 
tratamento com irradiação ou sofrem danos induzidos por agentes genotóxicos, como o peroxido de hidrogênio 
e o metano metilsulfonato (WU et al., 2017). 

Por outro lado, observou-se que houve variação no tamanho dos nucleioides, com aumento no diâmetro 
da cabeça e aumento no comprimento total do cometa destes, quando as células foram expostas ao tempo de 
lise de 2 horas em ambos os pHs, sendo que no pH≥13 o diâmetro da cabeça e o comprimento total do cometa 
foram maiores do que no de pH = 12. Estes resultados sugerem que CTM quando expostas a um tempo de lise 
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menor (2 horas) podem se apresentar mais íntegras quando comparadas à exposição de um tempo de lise maior 
(24 horas). Assim, nucleoides com menor diâmetro da cabeça evidenciam maior formação de cauda no cometa 
(LA CRUZ et al., 2008), embora estas não tenham se formado nas células do presente estudo. Este resultado 
pode ser comparado com outros trabalhos que verificaram cabeça de maior diâmetro em células do grupo 
controle, comparado ao grupo tratamento, sendo que este último também apresentou caudas mais longas (LA 
CRUZ et al., 2008; DI PAOLO, 2006). Já em trabalho de Vidya et al. (2014), o diâmetro da cabeça foi maior em 
células do grupo caso, comparado ao controle, porém sem diferença significativa.  

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Morfologia, caracterização e potencial de diferenciação de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo: (A) Cultura 
indiferenciada demonstrando células com características de fibroblastos, (B) cultura de diferenciação adipogênica e vacúolos lipídicos 
corados com Oil Red O, (C) cultura de diferenciação osteogênica e depósitos de cálcio corados com Vermelho de Alizarina e (D) cultura de 
diferenciação condrogênica e matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos corada com Alcian Blue. As barras representam 50 μm. (E) 
Perfil imunofenotípico das células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. As células expressaram os marcadores CD105 e CD90 
e não expressaram CD34 e CD133. 
 
 
 
 

 

 
 
Figura 2. Avaliação da genotoxicidade em células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de humanos, usando 4 protocolos de 
ensaio cometa, obtida pelos dados de comprimento do cometa (2A), diâmetro da cabeça (2B), percentual de DNA na cabeça (2C) e momento 
da cauda (2D). Protocolo 1: pH 12 da solução tampão de eletroforese e tempo de lise de 2 horas. Protocolo 2: pH 12 da solução tampão de 
eletroforese e tempo de lise de 24 horas. Protocolo 3: pH 13 da solução tampão de eletroforese e tempo de lise de 2 horas. Protocolo 4: pH 
13 da solução tampão de eletroforese e tempo de lise de 24 horas. Médias e desvios-padrão das células danificadas pelo ensaio cometa. 
Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA/Tukey).  

 
 
Conclusões 

A partir dos resultados obtidos, considera-se que qualquer protocolo testado pode ser aplicado em 
ensaios de genotoxicidade com CTM de lipoaspirado de humanos, sem causar danos à estas. No entanto, 
considerando todos os parâmetros analisados e discussão, os Protocolos 2 e 4 são os mais recomendáveis, por 
apresentarem menor diâmetro da cabeça do nucleoide, sendo mais sensíveis à danos. Porém, recomendamos 
investigações mais extensas quanto às condições específicas para as diversas etapas do ensaio cometa, com 
avaliações da interferência de tempos maiores de lise, bem como de outros fatores, a partir de uma avaliação 
criteriosa dos resultados. 
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